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Até à segunda metade do século XX, o monóxido de carbono (CO) era 
conhecido apenas como um gás tóxico. Nas últimas décadas a identificação da 
sua produção no organismo humano e participação em alguns processos 
fisiológicos e patológicos tem aberto perspetivas para a utilização de CO como 
fármaco numa vasta gama de doenças. Contudo, é difícil contornar as 
limitações associadas à administração por inalação deste gás tóxico, o que 
desencadeou a procura de moléculas capazes de distribuir CO aos tecidos de 
um organismo vivo de um modo controlado e terapêutico. Uma estratégia para 
ultrapassar este problema passa pelo desenvolvimento de moléculas 
libertadoras de monóxido de carbono (CORMs). Analisando detalhadamente a 
literatura existente constatamos que os complexos metalocarbonílicos são a 
classe de CORMs mais promissora, no entanto possuem inconvenientes no 
que diz respeito à sua utilização terapêutica, pelo que nesta tese foram 
estudados métodos de encapsulação de forma a minimizar alguns efeitos 
adversos. O presente trabalho aborda a síntese e caracterização do complexo 
Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) e respetiva intercalação em hidróxidos 
duplos lamelares do tipo LDH-Zn,Al. Para a análise da taxa de libertação de 
CO do ALF795 e da sua forma intercalada foram realizados ensaios 
qualitativos de libertação de CO e para a quantificação do CO libertado foram 
realizados estudos em sangue de ovelha (solução de Alsevers) à temperatura 
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Until the second half of the twentieth century, carbon monoxide (CO) was 
known only as a toxic gas. In recent decades the identification of its production 
in the human body and its participation in some physiological and pathological 
processes have opened prospects for the use of CO as a drug in a wide range 
of disorders. However, it is hard to circumvent the limitations associated with 
the administration of this toxic gas by inhalation, which triggered the search for 
molecules able to distribute CO to the tissues of a living organism in a 
controlled and therapeutic way. One strategy to overcome this problem 
encompasses through the development of CO releasing molecules (CORMs). 
Analysing in detail the existing literature we found that metal-carbonyl 
complexes are the most promising class of CORMs; however, they have some 
drawbacks with respect to their therapeutic use. In this thesis, encapsulation 
methods were studied with the aim of minimizing some of these adverse 
effects. The complex Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) was synthesized and 
characterized, and intercalated in a Zn-Al layered double hydroxide. For the 
qualitative analysis of the rate of CO liberation from the complex ALF795 and 
the hybrid material, some assays were performed involving oximetry 
measurements after incubation of samples with whole sheep blood in Alserver's 











AE Análise elementar 
ATP Adenosina trifosfato 
cGMP Guanosina 3,5-monofosfato cíclica  
CO Monóxido de carbono 
COHb Carboxi-hemoglobina 
COMb Carboxi-mioglobina 
CORMs Moléculas libertadoras de monóxido de carbono 
CORMAs Materiais libertadores de monóxido de carbono 
CP MAS Polarização cruzada e rotação no ângulo mágico 
deoxy-Mb Desoximioglobina  
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
ERK Cínase regulada por sinal extracelular 
f forte 
FID Detetor de ionização da chama  
g Gramas 
GC-RCP Cromatografia gasosa com fotómetro redutor de composto 
HO Heme-oxigenase 
IV Infravermelho 
JNK Cínase N-terminal c-jun 
kHz Quilohertz 
KPi Tampão fosfato 
LDHs Hidróxidos duplos lamelares 
m Médio 
MAPK Cínase de proteínas activada por mitogéneo 
Mb Mioglobina  







Moco Cofator molibdénio 
ms milisegundos 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
O2-Hb Oxi-hemoglobina 
ppb Partes por bilião  
RMN Ressonância Magnética Nuclear 
ROS Espécies reativas de oxigénio 
s Segundos 
SEM Microscopia eletrónica de varrimento 
sGC Guanilil ciclase solúvel 
sh ombro 
TEM Microscopia de transmissão eletrónica  
UV/Vis Ultravioleta/visível  
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1. Introdução 
1.1. O monóxido de carbono (CO) 
 
O monóxido de carbono (CO) é um gás incolor, inodoro e insípido e é um produto da 
combustão incompleta de compostos orgânicos. O CO é um gás diatómico de baixo peso 
molecular, composto por um átomo de carbono e outro de oxigénio ligados por uma tripla 
ligação, como demonstrado na Tabela 1.  
 
Tabela 1: Propriedades físicas e químicas do monóxido de carbono. 
Estrutura da molécula de monóxido de carbono 
Geometria Linear 
Momento dipolar 0.112 D 
Densidade 1.165Kg/m
3 
(20 ºC, 1atm) 
Massa molar 
28.01 g/mol  
(ligeiramente mais leve do que o ar) 
Tamanho molecular 113 pm 
Ponto de ebulição -192 ºC 
Ponto de fusão -205 ºC 
Solubilidade 
0.0026 g/100mL (20 ºC)  
(moderadamente solúvel em água) 
 
Este composto é, há muito tempo, conhecido como sendo um poluente e até mesmo 
tóxico, sendo usualmente chamado de “silent killer” desde o início do século XX em que 
foi reportado cientificamente como uma molécula perigosa (1).  
A má reputação do monóxido de carbono é devida à sua toxicidade, causando danos 
crónicos e inúmeros óbitos, por ser indetetável mesmo em elevadas concentrações (2-4). A 
ligação do monóxido de carbono à hemoglobina, formando carboxi-hemoglobina (COHb) 
e diminuindo a capacidade de transporte de oxigénio pelos glóbulos vermelhos, parece ser 
o principal mecanismo de ação subjacente aos efeitos tóxicos da exposição a baixos níveis 
de CO (4, 5). O monóxido de carbono possui uma afinidade ca. 200 vezes maior para a 
hemoglobina do que o O2, dando origem à carboxi-hemoglobina (COHb), Figura 1. 
 
 





No entanto, a toxicidade desta molécula pode ainda estar associada a outros 
mecanismos: 1) alteração das propriedades de dissociação da oxi-hemoglobina e por 
consequência a capacidade de libertação de O2 nos tecidos; 2) ligação do CO ao citocromo 
c oxidase (nomeadamente ao complexo IV da cadeia transportadora de eletrões) 
diminuindo a respiração celular; 3) ligação à mioglobina provocando uma disfunção do 
miocárdio e do músculo-esquelético (2, 6, 7). Os efeitos tóxicos do CO estão extensamente 
dependentes da concentração de CO e consequentemente com a concentração de COHb no 
sangue, como demonstrado na Tabela 2. 
 
Tabela 2: % COHb no sangue, concentração ambiente de CO e sintomas associados na 
saúde humana (adaptado das referências 8 e 9). 





2 10 Assintomático 
10 70 Cansaço em pessoas saudáveis e dores de cabeça 
20 120 Tonturas, náuseas e dispneia 
30 220 Perturbação visual 
40-60 350-520 Confusão, síncope, convulsões e coma 
60-80 1950 Disfunção cardiopulmonar e coma 
 10 000 Letal em minutos 
 
Descobertas posteriores levaram, no entanto, a comunidade científica a reconsiderar 
o papel do CO. Em 1949, Sjöstrand reportou pela primeira vez que a baixa quantidade de 
COHb quantificada, que inicialmente pensou ser devido ao CO absorvido do ar 
a) b) 
Figura 1: Representação da ligação à hemoglobina de a) O2 (oxi-hemoglobina) e b) CO (carboxi-hemoglobina). 
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atmosférico, era resultado da produção contínua de CO pelo organismo humano e que estes 
valores aumentavam consideravelmente sob condições patológicas (10, 11). 
Mais tarde, em 1952, Sjöstrand provou que a decomposição de hemoglobina in vivo 
produzia CO, e em 1963, Coburn descobriu que elevados níveis de hemoglobina registados 
após a destruição dos eritrócitos aumentavam a produção endógena de CO, refletida pelos 
elevados níveis de COHb (12-14). Mais tarde, Tenhunen e a sua equipa identificaram a 
enzima heme-oxigenase (HO) como sendo a enzima responsável pela catálise do grupo 
heme e consequente formação de CO (15). A HO catalisa a clivagem oxidativa do grupo 
heme para gerar biliverdina-IX α, Fe2+ e CO, através de uma ação combinada entre a 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) – citocromo c (P450) redutase e o 
oxigénio molecular. A biliverdina-IX α formada no passo anterior é rapidamente 
convertida em bilirrubina-IX α pela biliverdina redutase, e tendo, mais uma vez, como 
cofator o NADPH, como se encontra representado na Figura 2.  
 
 
Este processo pode ser observado por qualquer indivíduo e deve ser a reação 
enzimática mais visível, uma vez que ocorre durante o desenvolvimento de equimoses. No 
local da lesão a desoxi-hemoglobina libertada dos glóbulos vermelhos lisados confere a cor 
vermelha/roxa, que de forma gradual vai adquirindo a cor verde devido à oxidação do 
grupo heme e consequente formação da biliverdina. A redução deste produto intermédio 
em bilirrubina irá conferir a coloração amarela típica desta molécula (15).  
Figura 2: Representação esquemática da via de degração da hemoglobina e consequente formação de CO, através 
da enzima heme-oxigenase (figura cedida pelo Prof. Carlos Romão). 
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Até à atualidade foram identificadas três isoformas da enzima hemeoxigenase: a HO-
1 induzível e a HO-2 expressa de forma constitutiva, apresentadas na Figura 3 e a HO-3, 
descoberta recentemente e por consequência a menos caracterizada (16).   
 
 
Em condições fisiológicas, a HO-2 é a isoforma encontrada em maior quantidade nos 
tecidos dos mamíferos em especial no cérebro, fígado e endotélio, pelo contrário, a 
expressão da HO-1 é relativamente baixa exceto no baço, local onde ocorre o turnover da 
hemoglobina dos eritrócitos (17). A HO é responsável por cerca de 86% da produção de 
CO nos humanos, os restantes 14% provêm de diversas fontes, incluindo fontes “não 
hémicas”, tais como: oxidação de lípidos (produtos secundário), foto oxidação, 
metabolismo de xenobióticos e bactérias presentes no organismo humano (18). Após a 
formação endógena de CO, este pode seguir 4 vias:  
 eliminação pela expiração, onde o CO difunde através da membrana alvéolo-
capilar influenciado pelo volume alveolar, ventilação e concentração de 
hemoglobina nos capilares pulmonares (2);  
 redistribuição celular, onde o CO que não se encontra ligado à hemoglobina 
difunde para o interior das células e liga-se a proteínas hémicas que aí se 
encontram (19);  
 oxidação do CO, em que a conversão é catalisada pelo citocromo c oxidase 
na mitocôndria e com a consequente formação de CO2 (20); 
  influenciar vias de sinalização intracelulares. 
Figura 3: Estrutura raios -X das enzimas HO-1 e HO-2 humanas (adaptado da referência 16) 
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Confirmado o facto de que o CO poderia ser produzido endogenamente, a 
comunidade científica reconsiderou o papel do CO no organismo, concluindo que quando 
este se encontra em baixas concentrações pode influenciar vias de transdução de sinal 
intracelulares. Atualmente sabe-se que este composto pode exercer propriedades vaso 
reguladoras (21), assim como pode modular fenómenos de inflamação, apoptose e 
proliferação celular in vitro e in vivo (22, 23). Estas descobertas levaram a investigações 
mais intensivas acerca dos mecanismos moleculares subjacentes. 
Estudos demonstraram que a exposição celular ao CO modulava de forma direta ou 
indireta várias moléculas de sinalização intracelular. Investigações iniciais revelaram o 
efeito vasodilatador desta molécula, neste caso o CO liga-se à porção hémica da guanilil 
ciclase solúvel (sGC) ativando-a e causando a ativação da guanosina 3,5-monofosfato 
cíclica (cGMP) e resultando no relaxamento vascular (24, 25). Entretanto foram reportados 
outros efeitos do cGMP mediado pelo CO incluindo neuro-transmissão (26), inibição da 
agregação plaquetária (27), proliferação do músculo liso vascular (28), proteção da 
apoptose das células β pancreáticas (29) e broncodilatação, como esquematizado na Figura 
4 (30).  
 
No entanto, existem ainda outras vias para a modulação da sinalização celular do 
CO, incluindo a via regulada por cinases de proteínas ativada por mitogéneo (MAPK), que 
é uma família de proteína cinases Ser/Thr que são ativadas por uma grande variedade de 
estímulos. Existem três principais subfamílias da via de sinalização de MAPK, entre as 
quais a cínase regulada por sinal extracelular (ERK), p38 MAPK e cinases N-terminal c-
Figura 4: Possíveis vias de sinalização do CO. 
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jun (JNK). Vários aspetos dos efeitos protetores do CO aparentam ser mediados pela via 
p38 MAPK, um sistema que está envolvido na resposta fisiológica a sinais de stress (31). 
Atualmente encontra-se descrito que os canais de sódio (Na
+





) são potenciais alvos do CO (32), em que o CO se pode ligar diretamente 
aos canais de K
+
 ativando-os e quando estes canais se encontram ativos ocorre a 
hiperpolarização da membrana que pode ter vários efeitos como por exemplo o 
relaxamento do músculo liso (33). Será interessante observar que sGC se encontra 
envolvida na cascata de sinalização que é ativada por baixos níveis de Ca
2+
 e inibida por 
elevados níveis intracelulares de Ca
2+
 (34). 
Em virtude da descoberta do efeito do CO em diversos processos biológicos a 
comunidade científica considerou o papel deste como agente terapêutico. A primeira 
abordagem ponderada para aplicação terapêutica foi por inalação deste gás com doses 
controladas, através de um aparelho desenvolvido, apresentado na Figura 5 (35).  
 
 
Todavia existem ainda algumas questões acerca da aplicabilidade do CO inalado 
como agente terapêutico, tais como: se os valores de COHb são a medida correta da 
exposição a CO e por conseguinte um bom marcador para a intoxicação por CO; qual a 
duração da exposição ao CO e os níveis de COHb que podem conferir eficácia ao 
tratamento; a impossibilidade de direcionar o CO para o tecido lesado; e se uma dose pré-
definida de CO pode ser utilizada para múltiplas indicações.  
Estas questões associadas a dificuldades como o custo do equipamento e a 
necessidade de técnicos e instituições especializadas têm estimulado o design de moléculas 
Figura 5: Aparelho desenvolvido especificamente para terapia com monóxido de carbono por inalação, aparelho 
de distribuição Covox DS desenvolvido por Ikaria. 
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que podem ser utilizadas por via parentérica ou por via oral para a libertação de CO, como 
se encontra ilustrado na Figura 6. 
 
 
Estas duas vias apresentam algumas diferenças fundamentais; a administração de CO 
na forma de CO-RMs apresenta uma maior especificidade em relação aos tecidos alvo 
sendo necessário uma menor quantidade de CO (36). A especificidade nos tecidos pode ser 
controlada pela variação química das drogas e no caso de a administração ser feita 
oralmente ou por injeção, não são necessários outros equipamentos para a administração 
reduzindo assim os custos deste procedimento (16). 
Como gás, o CO, difunde livremente e atravessa todas as membranas, passando por 
recetores e transportadores, podendo rapidamente mediar mudanças funcionais na célula. 
Os alvos proximais do CO encontram-se na superfície celular ou perto dela. Os distais 
incluem a mitocôndria e fatores de transcrição contendo hemo como por exemplo, BACH1 
e NPAS2 (36). 
 
 
1.2. Moléculas libertadoras de CO (CORMs) 
 
Como alternativa à administração de CO por inalação, no início do ano de 2002 
Motterlini e os seus colaboradores sugeriram o uso de moléculas libertadoras de CO 
(CORMs) para a libertação de CO em condições fisiológicas, como agentes terapêuticos. 
Assim, os CORMs são moléculas capazes de transportar e fornecer a quantidade correta de 
CO a tecidos lesados, podendo ser considerados pró-fármacos que sob estimulação 
libertam CO como principio ativo (37, 38).  
Figura 6: Via alternativa para a libertação terapêutica de CO para os tecidos lesados (adaptado da referência 36). 
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Poucos agentes farmacêuticos são compostos organometálicos, em parte devido à 
reatividade dos metais com substâncias biológicas e também devido à toxicidade associada 
a grande parte dos metais (36). Assim, tornou-se relevante a procura de outras classes de 
compostos que pudessem atuar como como transportadores de CO ou que pudessem ser 
convertidos em CO em condições biológicas (36). Para além de compostos 
organometálicos, quatro classes de compostos que podem libertar CO foram identificadas: 
α,α-dialquilaldeídos; oxalatos; borocarboxilatos e silacarboxilatos, como demonstrado na 
Figura 7, com respetivos exemplos de cada uma das classes.  
 
 
No entanto, os oxalatos e os α,α-dialquilaldeídos possuem baixa velocidade de 
libertação de CO, sendo ainda que os últimos possuem alguma toxicidade associada. 
Assim, existem algumas limitações relacionadas com o desenvolvimento deste CO-RMs a 
partir destas classes de compostos. Os borocarboxilatos são bastante conhecidos por serem 
bons libertadores de CO, no entanto, possuem uma esfera de ação limitada, tornando-os 
pouco adequados para a criação de compostos farmacológicos (36). Por outro lado, os 
ácidos silacarboxílicos (R3SiCOOH) têm sido usados como CO-RMs na administração de 
quantidades estequiómetricas de CO em transformações catalisadas pela platina (36). O 
uso de altas temperaturas ou de bases fortes para ativar estas moléculas sugere que poderá 
existir alguma incompatibilidade com sistemas biológicos. Complexos organometálicos 
poderão constituir a classe mais adequada para atuar como transportadores de CO, 
tornando-se bastante relevante a criação de CO-RMs farmacológicos que sejam estáveis a 
condições ambiente, na presença de água e oxigénio e que possuam um comportamento 
farmacêutico apropriado (36).  
Figura 7: Classes de compostos para os quais foram reportadas condições experimentais que levam à libertação de 
CO (adaptado da referência 36). 
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Os complexos metalocarbonílicos são moléculas compostas por grupos carbonilo, 
um ou mais ligandos (iões ou moléculas) que se encontram ligados a um átomo no centro 
metálico (M= Mo, Ru, Mn, Fe, V, Co, Cr, Ir, W) (16). Estes compostos têm portanto a 





 M=  metal de transição; 
  L= o(s) ligando(s); 
 Q= contra ião;  
 z= carga geral do complexo (se z=0 o contra ião não existirá);   
 m, x e y= coeficientes estequiométricos onde m e x têm de ser ≥1 (36).  
Nestes complexos o monóxido de carbono liga-se ao ião do metal de transição, que 
se encontra no centro da molécula, com dois tipos distintos de interação de transferência de 
carga, de acordo com o modelo de Dewar-Chatt-Duncanson, onde inicialmente ocorre a σ-
doação do par de eletrões do carbono para a orbital d do metal, por consequência há a 
retro-doação parcial dos eletrões da orbital d do metal para a orbital antiligante do CO. A 
combinação dessas duas interações resulta numa ligação dupla parcial entre o monóxido de 
carbono e o ião metálico (representação esquemática ilustrada na Figura 8) (36).  
 
 
A escolha dos ligandos é também um passo importante no desenvolvimento de novos 
CORMs, uma vez que, estes determinam o comportamento do complexo organometálico, 
tal como a estabilidade através do estado de oxidação do metal e o rácio de dissociação do 
CO. No entanto a escolha do ligando é comprometida pelo metal que se encontra no centro 
do complexo e pelo seu estado de oxidação (36). 
Os CORMs têm de apresentar alguns requisitos para a sua utilização ser viável, tais 
como: solubilidade em meio aquoso, toxicidade baixa ou nula destas moléculas assim 
Figura 8: Representação esquemática das orbitais moleculares envolvidas no efeito sinergético de 
transferência eletrónica entre um metal de transição M e o ligando CO. 
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como dos produtos e ainda uma libertação controlada de CO despoletada por ação química 
ou física (39). O desenvolvimento destes compostos permitiu responder a algumas das 
questões levantadas com o uso CO por inalação com fins terapêuticos, isto é, o 
desenvolvimento dos CORMs permitiu o cálculo de doses exatas a serem administradas 
aos pacientes tendo em conta a estrutura do CORM em utilização, bem como o 
direcionamento do CO para os tecidos lesados variando a estrutura química dos CORMs, 
ancorando estes compostos a biomoléculas alvo de recetores específicos (16) ou utilizando 
enzimas especificas dos tecidos lesados para a libertação de CO (40). Para além disso, o 
desenvolvimento destes compostos permitiu a ausência da intervenção de profissionais 
qualificados assim como a inexistência de utilização de equipamento.  
Nos últimos anos foram estudados alguns CORMs, encontrando-se representados os 
principais exemplos na Tabela 3. O estudo dos CORMs iniciou-se com CORM-1 
(Mn2CO10) e CORM-2 (dímero [Ru(CO)3Cl2]), formas lipossolúveis em que era utilizado o 
dimetilsulfóxido (DMSO) para a solubilização destas (41). Contudo estas formas 
apresentavam limitações: a sua solubilidade, uma vez que são insolúveis em água, 
propriedade essencial para o uso de CORMs como agente terapêutico; a necessidade de 
fotólise por parte do CORM-1 para a libertação de CO e ainda a libertação demasiado lenta 
de CO (42). De forma a ultrapassar a questão da insolubilidade em meio aquoso, foi 
estudado um outro CORM, o [Ru(CO)3Cl-(glicinato)] (CORM-3). Estudos iniciais acerca 
deste complexo mostraram que este seria um composto passível de utilização como 
CORM, uma vez que demonstraram uma baixa toxicidade e ainda apresentaram 
propriedades vasodilatadoras e aumentaram a sobrevivência de ratos após transplante de 
coração (43). No entanto também este CORM apresenta desvantagens como, por exemplo, 
a libertação demasiado rápida de CO. Desta forma a pesquisa por agentes que possam ser 
utilizados como CORMs de forma segura em ambiente biológico continuou, identificando-
se assim o boranocarbonato de sódio ([H3BCO2]Na2), também conhecido como CORM-
A1). Este é um composto hidrossolúvel e liberta CO de forma mais lenta do que o CORM-
3 e apenas em condições específicas (pH = 7.4, 37 ºC, condições fisiológicas) (44). Desta 
forma foram realizados vários estudos utilizando o CORM-A1, este apresentou assim um 
papel ativo no sistema cardiovascular, propriedades anti-inflamatórias e mais recentemente 
foi testado o seu papel como protetor cerebral (42, 44, 45). Dada a grande perspetiva 
acerca dos CORMs, a pesquisa de novos complexos passíveis de utilização em condições 
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biológicas continuou (como é o exemplo do CORM-F3, representado na Tabela 3) e até à 
data muitos outros CORMs encontram-se descritos na literatura, no entanto para além dos 
estudos iniciais reportados pelos autores pouco mais se sabe acerca deles e das suas 
propriedades farmacológicas. 
 
Tabela 3: Propriedades farmacocinéticas e farmacológicas de CORMs. 
CORM 
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(≈21min, a pH 
= 7.4, 37 ºC) 
Estritamente 
dependente do pH 
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-Vasodilatador  















O metal de transição escolhido para o centro metálico dos CORMs tem um papel 
importante, na medida em que este pode apresentar toxicidade para as células. Posto isto, 
uma vez que o molibdénio pertence ao grupo dos oligoelementos, ou seja tem um papel 
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1.3. CORMs de molibdénio 
 
O molibdénio, metal utilizado em alguns CORMs, possui uma eletronegatividade de 
1.3, e pode variar o seu estado de oxidação de 0, +2 a +6 formando uma variedade de 
complexos (51). Este é o metal de transição mais abundante nas águas dos oceanos (local 
onde existiram as primeiras formas de vida) sob a forma de molibdato [MoO4]
2-
, é um 
micronutriente essencial para animais, plantas e microrganismos onde faz parte do local 
ativo de certas proteínas, sendo mesmo o segundo metal de transição com papel biológico 
essencial. Do ponto de vista da biologia, o molibdénio pertence ao grupo dos 
oligoelementos, ou seja, o organismo necessita deste metal em quantidades diminutas. Este 
elemento se for encontrado em quantidades demasiado elevadas no organismo são 
observados alguns sintomas, por outro lado, a ausência desde metal causa a perda de 
funções metabólicas essenciais, podendo mesmo levar à morte do indivíduo (51, 52). 
Porém, mesmo que o molibdénio se encontre disponível na célula, este encontra-se 
biologicamente inativo até que se encontre complexado com a pterina tricíclica para formar 
o cofator molibdénio (Moco), representado na Figura 9, que é o composto ativo do local 
ativo de outras proteínas de molibdénio (51, 53).  
 
 
Na atualidade assume-se que não existe Moco na forma livre na célula, em vez disso, 
é sugerido que este é transferido, imediatamente após a sua síntese, para a apo-Mo-enzima 
(51). São conhecidas até à data mais de 50 enzimas que contêm Mo, em que a maioria 
ocorre em bactérias, nos eucariotas são conhecidas apenas seis (51). As enzimas que 
contêm molibdénio encontram-se divididas em três famílias, em que cada uma destas 
possui estrutura do local ativo e tipo de reação catalisada diferente, sendo elas a xantina 
oxidase, a sulfito oxidase e nitrato redutase, e finalmente a terceira família que é muito 
Figura 9: Cofator molibdénio (Moco). 
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diversa em estrutura e função mas todas contêm dois equivalentes do cofator pterina 
ligados ao metal (51). Nos eucariotas as enzimas que contêm Mo mais proeminente são: 
sulfito oxidase, que catalisam o último passo da degradação de aminoácidos que contém o 
grupo sulfuroso; xantina desidrogenase, que está envolvida no catabolismo de purinas e 
espécies reativas de oxigénio (ROS); e por fim as aldeído oxidase, que oxida uma grande 
variedade de aldeídos (51).  
Uma vez que o molibdénio desempenha um papel importante no organismo, tal facto 
será um bom indicador para o uso de CORMs que contenham no seu centro metálico este 
metal de transição, visto que a toxicidade do metal será diminuta quando em quantidades 
diminutas. Dependendo dos ligandos, o CO pode formar complexos de Mo que são 
cinética e termodinamicamente estáveis, e uma vez que, como referido anteriormente, o 
molibdénio possui estados de oxidação que podem variar de 0, +2 a +6, tais factos 
proporcionam uma ampla base para a procura de CORMs farmaceuticamente aceitáveis 
(36). Por estas razões, alguns dos CORMs em estudo contêm este metal, tal como 
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Tabela 4: CORMs com molibdénio no centro metálico, estudados até à data 
Estrutura ou Nome  Estudos realizados Conclusões Ref. 
[Mo(CO)5(NH2CH2CO2Et)] 
-Testes de libertação de 
CO por ensaios por 
mioglobina (2.5 
equivalentes de CO por 
centro metálico). 
-Libertação rápida e controlada 
de CO; 
-A incorporação de ligandos 
aminoácidos pode ser uma 
forma de regular e modular a 











-CORM-F10 liberta mais CO do 
que o CORM-F4; 
-A dose tóxica do CORM-F10 é 
mais alta do que a dose 
necessária para detetar a 
libertação de CO; 
- CORM-F10 tem um efeito 
vasorrelaxador. 
(55) 




libertação de CO do 
complexo 
metalocarbonílico 
- A libertação de CO não é 
controlada pela força de ligação 
entre o metal e o carbonilo. 
(56) 
-Estudos da ação 
antimicrobiana; 
-Foi testado a atividade 
bactericida em ensaios 
com Hb; 
 
- ALF062 reduz visivelmente a 
viabilidade das bactérias 
estudadas 
-A toxicidade dos CORMs 
aumenta quando o crescimento 
ocorre em condições de baixa 
concentração de oxigénio. 
(57) 
[Mo(CO)5(NH2CH2COOCH3)] 
-Estudos do perfil de 
libertação de CO; 




-Análise dos estados de 
oxidação do Mo. 
- A administração consecutiva 
do CORM leva a lesões do 
fígado; 
-Administrado 
consecutivamente o CORM 
causa lesões; 
-O Mo passou para estados de 





-Perfil de libertação de 
CO; 
-Estudo da interação 
com proteínas; 
-Estudo da toxicidade. 
- Estável ao ar durante, à 
temperatura ambiente e no 
escuro; 
- ALF186 não possui 
citotoxicidade para linhas 
celulares dos rins e de 
macrófagos; no entanto reduz a 
a sobrevivência da linha celular 
do fígado em 30%; 
(59) 
-Análise dos principais 
alvos do CO; 
-Testes in vivo. 
-Atenua a apoptose induzida; 
-ALF186 protege as células 
neuronais in vivo e in vitro da 
apoptose; 
(60) 
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Tabela 4: Continuação 









- Testes de 
citotoxicidade; 
- ALF782, ALF785 e ALF795 são 
estáveis ao ar; 
- ALF795 para além de ser o 
CORM menos tóxico é também o 
que apresenta melhores resultados 
no tratamento de lesões agudas do 
fígado; 
(61) 







- Perfil de libertação 
de CO; 
-Perfil distribuição do 
CORM. 
 
-ALF794 é o primeiro composto 
que direciona e distribui CO no 
fígado com tão elevado grau de 
especificidade; 
-Os compostos estudados são 
candidatos a fármacos para a 
libertação de quantidades 










-Solúveis em solventes orgânicos 
polares; 
-Complexos com aminas bidentadas 
como ligandos possuem um perfil 
de libertação de CO mais 
controlável 
-Os complexos estudados possuem 
índices hemolíticos demasiado 















-Níveis de TNF; 
-Estudos de 
toxicidade; 




-Complexos inibem a produção de 
TNF; 
-Libertação espontânea de CO; 














Posto isto, os complexos metalocarbonílicos em que o molibdénio é o metal de 
transição usado, são até à data dos CORMs mais estáveis, com menor toxicidade para o 
organismo, baixo custo e ainda de síntese mais simples (61). No entanto, existem algumas 
questões associadas ao uso terapêutico destes complexos, como a toxicidade, o tempo de 
libertação de CO e a reatividade deste com substâncias biológicas, entre outras, as quais se 
encontram descritas na Tabela 4. Deste modo foram desenvolvidos formas de 
   16  
  
encapsulamento dos CORMs em matrizes sólidas, agora conhecidos como materiais 
libertadores de monóxido de carbono (CORMAs). 
 
1.4. Materiais libertadores de monóxido de carbono (CORMAs) 
 
Como referido anteriormente, os complexos metalocarbonílicos são a classe de 
CORMs mais promissora, no entanto também esta classe possui inconvenientes no que diz 
respeito à sua utilização terapêutica. De entre os inconvenientes do uso dos CORMs é de 
destacar o facto de os metais presentes nestes complexos poderem reagir com substâncias 
biológicas (como por exemplo proteínas), o facto de certos CORMs apresentarem uma 
elevada solubilidade o que leva a uma distribuição destes por todo o organismo e em 
grandes quantidades podendo ser tóxico para tecidos saudáveis, pelo que estes 
permanecem os principais desafios no desenvolvimento de novos CORMs (61). Com o uso 
destes complexos existe ainda a possibilidade do metal ou até mesmo fragmentos dos 
ligandos possuírem atividade biológica (39). De forma a tentar eliminar algumas dos 
inconvenientes descritos anteriormente foram desenvolvidos materiais libertadores de CO 
(CORMAs), que são combinações de CORMs com diversos suportes (64). Até à data 
foram desenvolvidos CORMAs com os seguintes suportes: micelas poliméricas, polímeros, 
nanopartículas de sílica ou nanodiamantes, metalodendrímeros e finalmente as 
ciclodextrinas, as quais ainda não foram testadas em meio biológico (64). Atualmente 
ainda é muito limitada a investigação em CORMAs, no entanto são já conhecidas algumas 
vantagens do uso destes híbridos, nomeadamente a redução da toxicidade e a libertação 
controlada de CO. Todas os híbridos conhecidas até ao momento assim como as suas 
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controlada de CO 
- Facilidade em 
direcionar o 
fármaco 
- Tamanho correto 
para entrada nos 
nódulos linfáticos 
- Necessidade do 
grupo tiol para 
que haja a 










controlada de CO; 
-Maior quantidade 
de CO libertado 
pode ser induzida 
por irradiação. 



















- Síntese simples; 
- Biocompatível; 
- Facilidade de 
controlo de 
tamanho; 





-Apesar do longo 
tempo de reação, 
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ainda é demasiado 





   18  
  


















-Aumento do tempo 




































(TBA)2[Mo(CO)4(bpdc)]  (73) 
 
Com o desenvolvimento destas combinações foi possível aumentar as propriedades 
farmacocinéticas, das seguintes formas: evitando a rápida eliminação pelos rins, 
direcionando para os órgãos que são capazes de capturar nanopartículas tal como o fígado 
e tumores de rápido crescimento, e finalmente usando ligandos de direcionamento (64). No 
entanto, para além de existirem registos da intercalação de alguns complexos carbonílicos 
em hidróxidos duplos lamelares (LDHs), não existem estudos deste tipo de híbridos em 
sistemas biológicos (71-73). 
 
1.5. Hidróxidos Duplos Lamelares (LDHs) 
 
Os hidróxidos duplos lamelares, também conhecidos como argilas aniónicas ou como 
materiais do tipo hidrocalcite, encontram-se naturalmente nos minerais ou são uma classe 
de nano-estruturas sintéticas (74). A sua forma sintética foi sintetizada pela primeira vez 
em 1942 por Feitknecht, em que colocou soluções aquosas de metais a reagir com base, no 
entanto a primeira caraterização destes materiais surgiu pela primeira vez nos anos 90 por 
Allmann, Taylor e os seus colaboradores (75). Os LDHs consistem em lamelas carregadas 
   19  
  
positivamente intercaladas com aniões, desta forma a composição destes matérias pode ser 
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) e que normalmente se encontra no intervalo 0.2-0.33, e A
n-
 será o anião intercalado 
nas lamelas (74, 76). Desta forma, as lamelas encontram-se organizadas da seguinte forma: 
cada catião encontra-se cercado por seis iões hidroxilo formando uma subunidade 
octaédrica, o que confere uma carga positiva às lamelas que será contra balançada com 
cargas aniónicas entre as camadas (74, 77). Cada subunidade partilha entre si duas arestas e 
pode expandir-se na camada bidimensional, na teoria, infinitamente (77). 
Na Figura 10, a título ilustrativo, está representado um LDH-Zn,Al. No espaço 




Existem quatro abordagens para a síntese de LDHs: troca aniónica, método de 
reconstrução, reação térmica ou por co-precipitação. A síntese por troca aniónica é o 
método mais comum para a preparação de LDHs, no entanto não é um método de síntese 
propriamente dito, mas uma modificação pós-síntese, uma vez que é necessário um LDH 
percursor. O LDH percursor mais apropriado é o LDH que contém aniões nitrato, devido à 
facilidade com que estes aniões são removidos do espaço interlamelar. Em geral, esta 
reação ocorre colocando o LDH percursor numa solução aquosa contendo um excesso do 
anião a ser intercalado, pelo que a viabilidade deste processo depende das interações 
Figura 10: Representação de LDH-Zn,Al (adaptado da referência 72) 
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electroestáticas entre os aniões e as lamelas (75, 79, 80). Uma grande variedade de 
moléculas foi já intercalada em LDHs pelo método de troca iónica, de entre as quais se 
destacam porfirinas, ftalocianinas entre outras (75, 81). O método de reconstrução, também 
conhecido como reidratação de um percursor LDH calcinado, baseia-se no efeito de 
memória (LDHs que sofreram calcinação a temperaturas moderadas têm a habilidade de 
voltar à estrutura de lamelar quando colocados na solução do anião a intercalar) (75). 
Inicialmente é preparado um LDH com o carbonato intercalado, que quando sofre 
calcinação é removido como CO2. O produto formado (óxido) é colocado na solução que 
contém o anião a ser intercalado, normalmente em concentrações muito superiores ao 
coeficiente estequiométrico da reação (75, 82). O facto de este método prevenir a 
incorporação de contra aniões inorgânicos competitivos é uma vantagem no uso neste 
método de síntese relativamente aos restantes (75). Como moléculas intercaladas em LDHs 
por este método temos como exemplo ftalocianinas, e o naftalenocarboxilato (75). O 
método de reação térmica é uma abordagem mais recente na síntese de LDHs. Este método 
consiste no aquecimento de uma mistura do LDH percursor e do anião a ser intercalado, a 
uma taxa de 1 ºC/min, até temperaturas elevadas, deixando a reagir durante algumas horas 
e de seguida arrefecido à temperatura ambiente (83). Finalmente o método de direto por co 
precipitação é o mais usado na síntese de LDH. Este processo de síntese consiste na adição 
lenta da solução que contém sais dos catiões metálicos nas proporções molares adequadas 
e de uma solução alcalina para manter o pH adequado para um reator onde se encontra 
água (72). O pH deve ser selecionado para que ocorra a precipitação da solução no reator, e 
por forma a manter o pH constante normalmente é adicionada uma solução aquosa de 
hidróxido de sódio (NaOH) (72, 75). No caso de não existir um controlo do pH pode 
ocorrer a formação de impurezas como M(OH)2 e/ou M(OH)3 e como consequência a 




 indesejáveis (75). O anião que é introduzido deve 
ter maior afinidade para com as camadas, caso contrário os contra-aniões do sal do metal 
pode ser incorporado no LDH contaminando-o (75). Este método tem a vantagem de 




) nas lamelas do 
LDH formado (75). 
No entanto existe um problema comum a todos os métodos, a contaminação com 
carbonatos. Esta é uma contaminação a evitar uma vez que este anião é prontamente obtido 
através do CO2, e uma vez intercalado este mantem-se firmemente no espaço interlamelar. 
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Como consequência, para evitar este tipo de contaminações estas sínteses são realizadas 
com água desionizada e descarbonatada e sob uma atmosfera de azoto (75).  
Os LDHs são uma família de materiais que tem captado a atenção nos últimos anos 
pela sua capacidade de troca aniónica e pela sua capacidade de captar aniões orgânicos e 
inorgânicos, o que os torna em materiais inorgânicos quase únicos (74). Desta forma os 
LDHs têm um grande número de aplicações práticas, tais como: catálise, adsorção, 
fotoquímica, eletroquímica, farmacêutica, tratamento de águas entre outras (74). 
 
 
1.6. Aplicações dos Hidróxidos Duplos Lamelares 
 
Características como um baixo custo de síntese, propriedades facilmente adaptadas 
às necessidades e uma grande versatilidade tornam os hidróxidos duplos lamelares 
materiais destinados a satisfazer necessidades específicas, assim como materiais com 
inúmeras aplicações, como exemplificado na Figura 11 (84).  
 
 
A aplicação mais comum destes materiais é atualmente a catálise uma vez que 
apresenta características como uma síntese simples e de baixo custo, e ainda é uma fonte 
versátil e reciclável de uma variedade de suportes catalíticos, percursores catalíticos ou o 
próprio catalisador (85). Estes materiais têm despertado um especial interesse também na 
bioquímica, na medida em que permite a intercalação de moléculas importantes do ponto 
de vista biológico, tais como porções de ácido desoxirribonucleico (DNA), aminoácidos ou 
Figura 11: Principais aplicações industriais dos LDHs (adaptado da referência 79) 
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enzimas, adenosina trifosfato (ATP) e vitaminas, de modo a estabiliza-las (86-89). Temos 
como exemplo de aplicação a imobilização em LDHs de enzimas ou proteínas, que podem 
atuar como catalisadores seletivos, assim como sistemas de distribuição. 
No entanto a sua utilização na área da biomedicina tem ganho uma grande 
importância nos últimos anos, nomeadamente no que respeita a formulações farmacêuticas, 
embora ainda se encontre num estado preliminar. As propriedades descritas anteriormente 
associadas ao efeito de memória destes materiais (capacidade de estes materiais voltar à 
estrutura inicial quando colocado em solução com aniões), à capacidade de troca iónica, à 
baixa toxicidade em sistemas biológicos, à capacidade de proteção do fármaco de possíveis 
fontes de degradação (radiação, calor e oxigénio), à biocompatibilidade, ao caráter alcalino 
destes e à capacidade de controlar a libertação do fármaco sugerem que estes materiais 
podem ter um futuro promissor no que diz respeito ao direcionamento e libertação de 
fármacos, abrindo amplas possibilidades para a pesquisa e desenvolvimento da sua 
aplicação clínica (90-92). O desenvolvimento deste tipo de materiais permitiu responder a 
alguns problemas apresentados por sistemas de encapsulamento tradicionais, tais como a 
degradação do fármaco por sistemas enzimáticos, baixa biodisponibilidade, estabilidade na 
circulação sanguínea e ainda a eficiência do transporte do fármaco (91). 
Nos anos 80, surgiram reportadas as primeiras aplicações dos LDHs, onde se 
encontravam descritas as suas potencialidades como agentes antiácidos e antipepsina, mais 
tarde, em 1992, estes materiais foram sugeridos para a remoção de aniões fosfato do fluido 
gastrointestinal com o objetivo de prevenir a hiperfosfatémia (85, 93). A tendência na 
tecnologia farmacêutica tem em vista formulações que sejam capazes de manter os níveis 
de fármaco ativo por longos períodos, de forma a evitar a repetição da administração (74). 
Visto isto, os LDHs têm surgido com uma grande significância na área farmacêutica, na 
medida em que vários fármacos foram já intercalados nestes mesmos materiais, como 
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Tabela 6: Resumo dos fármacos intercalados em LDHs, alguns exemplos e vantagens. 











Mg, Al; Al, Li. 
-Aumento da 
solubilidade; 
-Controlo da libertação; 
-Diminuição dos efeitos 















-Libertação lenta do 
fármaco; 
-Libertação especifica do 













Mg, Al; Zn, 
Al. 
-Perfil favorável da 
depuração do sangue; 
-Aumento do tempo de 
vida do fármaco; 









Mg, Al; Li, Al. -Aumento da estabilidade. (94) 
Anticoagulantes  -Heparina. Mg, Al. 
-Permite estabelecer uma 
dose terapêutica. 
(94) 
Anti fibrinolíticos  
-Ácido 
tranexamico 






Mg, Al; Zn, 
Al. 
-Libertação controlada. (94) 
Antimicóticos  -5-Flurocitosina. Zn, Al. 










-Rápida libertação inicial 
permite cálculo da dose 
terapêutica. 
(94) 







-Aplicação num largo 




Com estudos efetuados é ainda possível verificar que diferentes métodos de síntese 
destes materiais levarão a um comportamento farmacológico diferente do híbrido LDH-
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fármaco, provavelmente devido às diferentes propriedades físico-químicas (94). A taxa de 
libertação do fármaco é controlada pela interação entre o LDH e o composto a intercalar, 
pela rigidez das lamelas e tamanho do percurso para a difusão (74). 
No que respeita ao uptake celular dos LDHs, ponto fulcral para o estudo da 
farmacocinética destes materiais, pensa-se que pelo facto de as lamelas possuírem carga 
positiva poderão ser atraídas pela membrana celular que possuiem carga negativa, 
possibilitando a passagem do LDH para o interior da célula (96). Para confirmação da 
formação das vesículas endocíticas, características deste tipo uptake celular, foi aplicada a 
técnica de microscopia de transmissão eletrónica (TEM) (97). Mais tarde para determinar a 
via endocítica pela qual o LDH entra nas células, os investigadores bloquearam as vias 
mediadas por clatrina e a caveolina (recetores endocíticos) utilizando clorpromazina e 
nistatina, respetivamente (98, 99). Uma vez que o tratamento com clorpromazina levou à 
não formação de vesículas endocíticas, enquanto o tratamento com nistatina não produziu 
qualquer efeito, os investigadores concluíram que o mediador envolvido no uptake destes 
materiais será o clatrina (98, 99). Desta forma a entrada dos LDHs para o interior celular 
ocorre por via endocítica, mediada por clatrina. 
Em suma, os LDHs representam uma das classe de materiais mais promissora, como 
consequência do seu baixo custo e do grande número de combinações 
composição/preparação que podem ser adotadas. Devido à sua grande versatilidade 
podemos afirmar que ainda algumas aplicações deste material se encontram por explorar, 
pelo que no futuro inúmeros estudos com estes materiais continuarão a surgir. 
 
1.7. Deteção da libertação de CO 
 
O desenvolvimento de CORMs, assim como de CORMAs e o estudo destes pró-
fármacos requer medidas precisas, exatas, sensíveis e relativamente convenientes de CO 
libertado nas matrizes gasosas, líquidas e não-líquidas existentes em organismos vivos 
(100). No processo de quantificação vários parâmetros devem ser controlados, incluindo a 
solução em que se desenvolve o ensaio, a temperatura, bem como a presença de oxigénio 
e/ou luz, que podem influenciar diretamente o rácio de libertação de CO (64). De modo a 
possibilitar a quantificação de CO foi necessário o desenvolvimento de algumas técnicas, 
de entre as quais se destacam as seguintes pelo número de utilizações: medição de CO 
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ligado à hemoglobina no sangue utilizando um oxímetro, espectrofotometria, 
espectroscopia de absorção no infravermelho, eletroquímica, cromatografia gasosa, detetor 
de ionização da chama (FID), espectrometria de massa e ainda deteção de gás reduzido 
(GC-RCP) (100). 
O método de carbonilação da desoximioglobina (método espetrofotométrico), dos 
mais utilizados atualmente, foi descrito pela primeira vez para a quantificação do CO 
libertado pelos CORMs em 2002 por Motterlini et al., com base na premissa de que se um 
complexo liberta CO, este será capaz de converter a desoximioglobina em 
carboximioglobina (COMb) (37). Este método consiste na avaliação das alterações que 
ocorrem nas bandas Q do grupo heme da mioglobina (Mb) e da COMb, representadas na 
Figura 12 (100).  
 
Figura 12: Espetro UV/Vis das bandas Q do grupo heme da desoximioglobina (Deoxy-Mb) e da 
carboximioglobina (COMb) (Retirada da referência 101). 
 
Neste tipo de ensaios a desoximioglobina (deoxy-Mb) é utilizada como aceitadora do CO 
libertado pelos CORMs dando origem à COMb, a carboximioglobina formada é 
quantificada e diretamente correlacionada com a quantidade de CO libertado pelos 
CORMs (102, 103). Neste tipo de ensaios, realizados a temperatura (T=37 °C) e pH (pH= 
7.4) fisiológico, são monitorizados as alterações na absorvância a 540 nm, onde a 
proporção de deoxy-Mb que foi convertida em COMb pode ser determinada. Tendo como 
referência os espetros standard deoxy-Mb e a COMb (que é obtido borbulhando a solução 
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de deoxy-Mb com gás 100% CO) e a concentração total de Mb (obtida a partir do 
coeficiente de extinção da COMb a 540nm, a concentração de COMb formada pode ser 
determinada, que corresponde à quantidade de CO libertado pelo CORM ao longo do 
tempo (101).  
Embora o método de quantificação de CO com mioglobina seja o mais usual, em 
certos casos existem sérios problemas associados, como a insolubilidade dos CORMs em 
ambientes aquosos causando a turbidez da solução, o facto de o CORM poder interferir no 
valor da absorvância apresentado, o agente redutor utilizado (usualmente o ditionito de 
sódio) poder influenciar a libertação de CO, o facto de a mioglobina não ser estável em 
solução durante longos períodos de tempo e por fim o facto de no organismo humano esta 
proteína se encontrar apenas no músculo-esquelético e cardíaco. Posto isto, os dados 
obtidos a partir deste tipo de ensaios não são credíveis para perfis de libertação de CO.  
Mesmo com o desenvolvimento de novos métodos, continuam a existir alguns 
problemas no que se respeita à interferência de certos reagentes utilizados durante o 
procedimento experimental. Tal como McLean e o restante grupo provaram, a presença do 
agente redutor (ditionito de sódio), mais precisamente o grupo sulfito deste, influencia a 
libertação de monóxido de carbono (104). De forma a tentar colmatar esta falha, este 
mesmo grupo desenvolveu novos métodos para traçar os perfis de libertação de CO dos 
CORMs. Inicialmente foi testada uma pequena adaptação do método original, em que o 
agente redutor (ditionito de sódio) era retirado da solução, no entanto, todo o procedimento 
experimental teria de decorrer em condições de anóxia o que seria difícil de manter e seria 
necessário equipamento especializado. Estas questões levaram ao desenvolvimento de um 
outro método muito semelhante, em que a proteína usada deixou de ser a mioglobina 
passando-se a usar a hemoglobina (Hb). O uso da hemoglobina no lugar da mioglobina em 
condições normóxicas não irá de alguma forma afetar os resultados uma vez que, ao 
contrário da mioglobina, a hemoglobina tem uma afinidade superior para o CO 
comparativamente à afinidade que tem para o O2, pelo que não é necessário a 
desoxigenação da hemoglobina reduzida de forma a medir a cinética de libertação de CO 
(105). Neste método os espetros de absorção da oxihemoglobina (Hb-O2) e da carboxi-
hemoglobina (COHb) são monitorizados na região de Soret (pico intenso na região do 
comprimento de onda do azul no espetro do visível ≈400 nm) medindo a diferença entre as 
espécies a um comprimento de onda de 422 nm, que se encontra entre dois pontos 
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isosbésticos, tornando-o ideal para medir o deslocamento do oxigénio causado pelo CO, 




No entanto persistem ainda questões associadas ao uso deste método tais como a 
influência da luz na libertação de CO (fotoCORMs) que é impossível de ultrapassar com 
este tipo de métodos (métodos espetrofotométricos) e ainda o facto de este ser um método 
pouco sensível dificultando a quantificação de quantidades demasiado baixas de CO 
libertado, pelo que nestes casos é necessário a aplicação de outros métodos de 
quantificação de CO. 
Um outro método utilizado para quantificação de CO libertado pelos CORMs 
consiste no uso de um oxímetro para medição da carboxi-hemoglobina formada (59). Este 
aparelho teve a sua primeira aplicação no diagnóstico clínico da exposição e toxicidade do 
CO (106). A determinação de COHb baseia-se na diferença dos valores de absorção de 
todos os derivados da hemoglobina e da COHb no sangue (100). Porém a precisão deste 
método é muitas vezes afetado pela possível presença de bilirrubina e/ou de hemoglobina 
fetal (107). Outras desvantagens deste método estão relacionadas com a falta de precisão e 
com a sua irreprodutibilidade a valores normais de hemoglobina total (≤ 2.5%) e ainda 
com a sua falta de sensibilidade (100). 
Apesar de existirem outros métodos, o método de quantificação de CO mais sensível 
é por cromatografia gasosa equipado com um fotómetro redutor de composto (GC-RCP), 
com um aparelho como o apresentado na Figura 14, que deteta CO a concentrações tão 
baixas quanto 2 partes por bilião (ppb).  
Figura 13: A) Espetro absoluto de 10 μM de Hb-O2 (linha contínua) e 10 μMde COHb (linha ponteada). B) 
Espetro de diferença de COHb e Hb-O2, linha ponteada indica onde a diferença entre COHb e Hb-O2 é igual a 
zero (Retirada da referência 104). 




Este método, desenvolvido por Vreman e os seus colaboradores (108), consiste na 
passagem da amostra gasosa através de uma coluna de GC-RCP. As amostras são tratadas 
de forma a que o CO libertado se encontre no espaço livre do vial onde se encontra a 
amostra, que é conectado ao aparelho de GC-RCP de forma a que se possa proceder à 
quantificação (109). Neste tipo de análise não é necessário a separação de compostos, uma 
vez que o detetor responde apenas a gases capazes de reduzir óxido de mercúrio (HgO) a 
mercúrio elementar (Hg), tais como o hidrogénio (H2) e o monóxido de carbono (109).  
Apesar de existirem vários métodos para quantificação de CO libertado pelos 
CORMs grande parte deles apresenta desvantagens que podem comprometer os resultados 
obtidos. Com uma análise mais detalhada podemos concluir que o método mais apropriado 
para este tipo de análise será pela técnica de GC-RCP devido à sua precisão, exatidão, 
reprodutibilidade, seletividade e ainda pela sua versatilidade, sendo apenas necessário o 





Figura 14: Cromatógrafo gasoso equipado com um fotómetro redutor de composto (GC-RCP). 
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1.8. Linhas Orientadoras do Trabalho 
 
Nos últimos anos têm surgido várias patentes que relacionam o uso de hidróxidos 
duplos lamelares com a saúde, no entanto até à data ainda não surgiram estudos biológicos 
acerca da intercalação de CORMs nestes materiais. 
Desta forma o objetivo deste trabalho consistiu na síntese do complexo 
Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) e respetiva intercalação em hidróxidos duplos 
lamelares do tipo LDH-Zn,Al. Os dois compostos (ALF795 e híbrido LDH-ALF795) 
foram caracterizados por técnicas de espetroscopia vibracional, análise elementar, difração 
de Raio-X de pós, RMN de estado sólido e em solução e ainda técnicas de análise térmica. 
Posteriormente, com estes dois compostos foram realizados estudos qualitativos e 
posteriormente quantitativos do rácio de libertação de CO, para possível comparação dos 
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2. Resultados e discussão 
 
2.1. Síntese e caracterização de Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) 
 
Com o objetivo de posterior intercalação do complexo Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 
(ALF795) em hidróxidos duplos lamelares procedeu-se inicialmente à síntese deste 
complexo de acordo com o Esquema 1. 
 
 
O composto (η6-C7H8)Mo(CO)3 foi preparado por refluxo de cicloheptatrieno com 
hexacarbonilo de molibdénio em benzeno. A reação de (η6-C7H8)Mo(CO)3 com 
CNCH2CO2Et seguida da adição de NaOH deu origem ao sal Mo(CO)3(CNCH2CO2Na)3, 
que foi hidrolisado formando o complexo Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795), ilustrado 
na Figura 15.  
  
O complexo ALF795 foi caracterizado por espetroscopia vibracional de 
infravermelho (IV), Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de sólidos de 
13
C com rotação 
segundo o ângulo mágico (MAS) e análise elementar. O espectro de infravermelho do 
complexo ALF795, representado na Figura 16, apresenta duas bandas com uma 
intensidade forte ν(CO) a 1926 e 1853 cm-1 correspondentes às vibrações antissimétricas e 
simétricas dos grupos carbonilos (61, 73). Neste mesmo espetro é ainda possível verificar a 
presença de duas bandas de forte intensidade a 2184 e 2154 cm
-1
 correspondente ao 
Esquema 1- Preparação do complexo ALF795 
Figura 15: Estrutura do complexo ALF795. 
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estiramento C≡N, que se encontra de acordo com o reportado na literatura (61, 110). A 
banda a 1714 cm
-1 que corresponde à vibração do estiramento do grupo carboxílico (C꞊O) 
do ligando CNCH2CO2H (61).  
 
 





representado na Figura 17, foi coletado na sua forma sólida. Analisando o espetro de 
13
C 
CP MAS do complexo ALF795 podemos afirmar que apresenta três picos (214.9, 215.9 e 
217.2 ppm) correspondentes aos grupos carbonilo (C≡O), dois outros sinais a 170.1 e 
172.6 ppm correspondente aos grupos nitrilo (C≡N), um sinal correspondente aos átomos 
de carbono do grupo -COOH a 158.9 ppm e finalmente três outros picos a 45.2, 47.5 e 50.3 
correspondentes aos átomos de carbono CH2. 
 
 
Figura 16: Espetro de IV (KBr) de ALF795. As bandas selecionadas encontram-se realçadas. 
Figura 17: Espetro de 13C CP MAS NMR do complexo ALF795. 
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A estabilidade do complexo ALF795 foi investigada decorridos 5 meses após a sua 
preparação foi determinado novamente o espetro de IV, confirmando a integridade deste, o 
que nos permite afirmar que é composto estável quando colocado sob uma atmosfera de 
azoto e na ausência de luz. Os dados obtidos por RMN e IV para o complexo ALF795 
encontram-se de acordo com os dados reportados na literatura (61). 
 
2.2. Síntese e caracterização do material LDH-Zn,Al 
 
O material LDH-Zn,Al, representado na Figura 18, foi sintetizado pelo método de 
co-precipitação, adicionando, gota a gota, a solução de metais (zinco e alumínio) à água 
ultra-pura descarbonatada e controlando o pH com uma solução aquosa de NaOH de forma 
a que este se mantenha entre os valores 7.5 - 8.0. De forma a confirmar o sucesso desta 
preparação, o sólido branco isolado foi caracterizado por IV, difração de Raios-X de pós e 
análise elementar. 
 
Analisando o espetro de infravermelho do material sintetizado, representado na 
Figura 19, é possível observar uma banda forte a um número de onda de 1384 cm
-1
 
correspondente ao estiramento antissimétrico em modo ν3 dos iões nitrato (NO3
-
) (111). 
Neste mesmo espetro são ainda visíveis várias bandas a números de onda inferiores a 750 
cm
-1 
(428 e 534 cm
-1
) que são características deste tipo de material, e que correspondem às 
Figura 18: Representação do material LDH-Zn,Al 
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ligações Zn-O e Al-O existentes nas lamelas, estando de acordo com o reportado na 
literatura para este tipo de materiais (112).  
 
Com o objetivo de mais tarde confirmar o sucesso da intercalação do complexo 
ALF795 em hidróxidos duplos lamelares, foi coletado, à temperatura ambiente, o 
difratograma do material LDH-Zn,Al. Uma análise cuidadosa do difratograma obtido, 
representado na Figura 20, revela bandas simétricas e igualmente espaçadas, 
características de hidróxidos duplos lamelares com elevada cristalinidade (113).  
 
 
Figura 19: Espetro de IV (KBr) do material LDH-Zn,Al. As bandas selecionadas encontram-se realçadas. 
Figura 20: Padrões de Raio-X de pós do material LDH-Zn,Al. 
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A análise da reflexão 003 dá-nos a informação acerca do espaço interlamelar deste 
material, apresentando um valor de 8.77 Ǻ, o que nos indica que os iões nitrato se 
encontram dispostos na diagonal (114).  
 
2.3. Síntese e caracterização do material do material LDH-ALF795 
 
Três estudos recentes efetuados pelo nosso grupo de investigação relatam a síntese 








Com base nestes estudos, o método de síntese direta (co-precipitação), foi a abordagem 
adotada para a intercalação do complexo ALF795 em LDHs. Desta forma, usando uma 
montagem experimental semelhante à utilizada na síntese do material LDH-Zn,Al, a 
solução de metais (zinco e alumínio) foi adicionada (gota a gota) à solução aquosa de 
ALF795, mantendo o pH numa gama de valores entre 7.5-8.0. O sólido rosa pálido foi 
isolado por filtração e lavado com água e acetona. Este material designado LDH-ALF795 
foi caracterizado por várias técnicas como: IV, RMN, difração de Raios-X de pós e análise 
elementar.  
O difratograma de raio-X de pós do material LDH-ALF795, apresentado na Figura 
21, foi, tal como o do material Zn,Al-NO3 LDH, coletado à temperatura ambiente numa 
gama angular de 3 a 70º 2θ.  
 
 
Figura 21: Padrões de Raio-X de pós de (a) LDH-Zn,Al e (b) LDH-ALF795. 
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Analisando o difratograma obtido podemos inferir que estamos perante hidróxidos 
duplos lamelares de elevada cristalinidade, uma vez que este apresenta bandas simétricas e 
igualmente espaçadas a ângulos abaixo de 30° 2θ, características deste tipo de materiais 
(113). A análise da reflexão 003 dá-nos a informação acerca da distância interlamelar deste 
material, que no caso deste composto tem um valor de 16 Ǻ, que é um indicador que a 
intercalação desejada ocorreu com sucesso já que houve um aumento considerável do 
espaço interlamelar (76).  
Uma análise inicial do espetro de infravermelho, ilustrado na Figura 22, permite 
confirmar o sucesso na intercalação do complexo ALF795 no LDHs. 
 O material LDH-ALF795 apresenta duas bandas fortes a números de onda de 1934 e 
1851 cm
-1
, correspondentes à vibração dos grupos carbonilos, muito semelhantes às bandas 
que aparecem no espetro de ALF795 o que nos sugere que durante a intercalação não 
houve perda de grupos carbonilo (61, 73). Tal como o complexo ALF795, o híbrido 
apresenta duas bandas de forte intensidade a números de onda de 2184 e 2154 cm
-1
 
correspondentes ao estiramento C≡N, que está de acordo com a simetria apresentada 
inicialmente pelo complexo, pelo que podemos afirmar que após a intercalação, este não 
sofreu alterações ao nível da sua simetria (73, 110). É ainda possível observar que a banda 
que surgia a um número de onda de 1714 cm
-1
 correspondente à vibração dos grupos -
COOH já não se encontra presente neste espetro, no entanto surgem duas novas bandas a 
números de onda de 1390 e 1612 cm
-1
 e que podem ser atribuídas às vibrações simétricas e 
Figura 22: Espetro de IV (KBr) de (a) LDH-Zn,Al (b) ALF795 e (c) LDH-ALF795. As bandas selecionadas 
encontram-se realçadas. 
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assimétricas (νs(OCO) e νas(OCO)), respetivamente, do grupo carboxilato desprotonado 
(71, 73). Quando comparado o espetro do híbrido com o apresentado pelo material LDH-
Zn,Al é possível verificar o desaparecimento da banda correspondente ao estiramento 
antissimétrico ν3 dos iões nitrato, o que nos indica que este material está livre da 
interferência destes aniões (116).  
O espectro de 
13
C CP/MAS do híbrido LDH-ALF795, apresentado na Figura 23, 
exibe três ressonâncias no intervalo 40-175 ppm, correspondentes aos átomos de carbono 
dos ligandos CNCH2CO2H, e dois sinais largos sobrepostos a 216.6 e a 217.5 ppm 
correspondentes aos ligandos carbonilo (C≡O). Comparando este espetro com o do 
complexo Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795), verificamos que as ressonâncias do híbrido 
LDH-AlF795 estão mais alargadas e encontram-se ligeiramente desviados para campo 
mais alto, provando a integridade do complexo após a intercalação. 
 
 
Na Figura 24 são apresentadas algumas imagens de SEM do material LDH-ALF795 
a diferentes ampliações.  
Figura 23: Espetro de 13C CP MAS NMR de a) ALF795 e b) material LDH-ALF795. 
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Figura 24: Imagens de SEM de LDH-ALF795. Mapas elementares para os elementos Mo, Zn e Al 
correspondentes à imagem de SEM legendada com “SEM”. 
O material LDH-ALF795 apresenta partículas com formas irregulares, que quando 
sujeitas a uma ampliação superior revelam uma forma arredondada. Os perfis elementares 
espaciais para os elementos Mo, Zn e Al (gerados pela aplicação da técnica de 
mapeamento elementar) mostram uma distribuição homogénea dos elementos nas 
partículas. 
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2.4. Análise qualitativa dos perfis de libertação de CO de ALF795 e LDH-
ALF795 
 
Para uma análise qualitativa do perfil de libertação de CO do complexo ALF795 e da 
sua forma intercalada utilizou-se um método desenvolvido por McLean e pela restante 
equipa (104). Após o tratamento da hemoglobina com ditionito de sódio e a dessalinização 
desta, adicionou-se o complexo ALF795 à solução de hemoglobina tratada e foi 
monitorizada ao longo do tempo, através dos espetros de UV/Vis traçados na banda de 
Soret (próximo dos 400 nm). Os ensaios foram conduzidos a uma temperatura de 37 ºC e a 
um pH de 7.4 de forma a tentar aproximar o máximo possível das condições fisiológicas. 
Para a análise do perfil de libertação de CO da forma intercalada do ALF795 (LDH-
ALF795) procedeu-se de igual forma. 
Pela análise dos espetros de UV/Vis, coletados ao longo do tempo, quando 
adicionado o complexo ALF795, apresentados na Figura 25, podemos deduzir que 




A ocorrência de libertação de CO é possível afirmar uma vez que, houve um 
deslocamento do pico a 405 nm, característico da oxi-hemoglobina, para um comprimento 
de onda de 420 nm, característico da carboxi-hemoglobina, aos 0 min, ou seja assim que 
Figura 25: Espetros de UV/Vis da hemoglobina com a adição de ALF795, em tampão KPi a 37 ºC, 
coletados ao longo do tempo. (O2-Hb-Oxihemoglobina) 
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foi adicionado o complexo ALF795 (104). Este deslocamento ocorre, pois uma vez o CO 
libertado este ligar-se à hemoglobina, que mesmo estando no estado de oxi-hemoglobina se 
vai ligar ao CO, devido à sua afinidade para este ser cerca de 200 vezes superior à do 
oxigénio (5). Podemos ainda afirmar que o complexo em estudo não liberta o CO de uma 
só vez, mas que o vai sendo libertado ao longo do tempo, visto que a absorvância 
(diretamente proporcional à concentração de COHb de acordo com a lei de Lambert-Beer) 
a 420 nm vai aumentando ao longo do tempo. Nos espetros apresentados é ainda possível 
verificar uma diminuição da absorvância a 420 nm, nomeadamente a 180 min, o que se 
traduz numa diminuição da concentração de carboxi-hemoglobina na solução. Esta 
diminuição da concentração de COHb pode ser explicada pela perda de CO para a 
atmosfera, não se ligando à hemoglobina, uma vez que os testes não foram realizados em 
uma cuvete selada.  
Analisando os espetros de UV/Vis da hemoglobina quando adicionado o material 
LDH-ALF795, apresentado na Figura 26, podemos observar uma evolução nos espetros 
muito semelhante ao observado quando adicionado o complexo ALF795.  
 
 
No espetro da hemoglobina quando adicionado o material LDH-ALF795 é possível 
observar, tal como quando é adicionado o complexo ALF795, um deslocamento do pico 
que surge a um comprimento de onda de 405 nm, característico da oxi-hemoglobina, para 
Figura 26: Espetros de UV/Vis da hemoglobina com a adição do material Zn,Al-ALF795 LDH, em 
tampão KPi a 37 ºC, coletados ao longo do tempo. (O2-Hb-Oxihemoglobina) 
   41  
  
um comprimento de onda de 420 nm, característico da COHb (104). Podemos ainda 
observar um aumento constante da absorvância a 420 nm, o que de acordo com a lei de 
Lambert-Beer nos indica um aumento da COHb e por conseguinte um aumento de CO 
libertado pelo material LDH-ALF795. 
Por comparação dos perfis de libertação de CO traçados pelo método descrito e 
assumindo que caso o complexo interferir de alguma forma no espetro de UV/Vis esta será 
muito semelhante senão igual à do material LDH-ALF795, podemos dizer que à partida, a 
libertação de CO no material é mais lenta, visto que o tempo que demora a assumir os 
mesmos valores de absorvância (diretamente proporcional à concentração de COHb) a um 
comprimento de onda de 420 nm, é superior ao do complexo ALF795 como demonstra a 




Os dados obtidos a partir desta análise são um bom indicador de que o objetivo de 
tornar a libertação de CO mais lenta com a sua intercalação em hidróxidos duplos 
lamelares terá sido alcançado. No entanto, esta é apenas uma análise qualitativa, pelo que 
não é possível retirar conclusões fundamentadas deste tipo de teste, sendo necessário outro 
tipo de testes para esse efeito. 
 
 
Figura 27: Espetros de UV/Vis coletados 20 minutos após a adição do complexo ALF795 e do 
material LDH-ALF795 à solução de hemoglobina. 
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2.5. Quantificação de CO libertado 
 
De forma a quantificar o CO libertado pelo complexo ALF795 e pelo material LDH-
ALF795 e da comparação do efeito da temperatura na libertação deste, procedeu-se à 
adição destes a sangue de ovelha diluído na solução de Alsevers (uma solução salina, 
rotineiramente utilizada como anticoagulante/conservante do sangue, permitindo o 
armazenamento de sangue a temperaturas de refrigeração durante aproximadamente 10 
semanas) e consequente monitorização do aumento dos níveis de COHb em condições 
normóxicas, a 37 ºC e à temperatura ambiente.  
O tempo durante o qual se monitorizaram os valores de COHb foram pré-
determinados de acordo com os ensaios de farmacocinética previamente realizados pelo 





De acordo com os dados de farmacocinética apresentados, podemos determinar que 
aproximadamente 45 min após a administração do complexo ALF795 este se encontra 
praticamente extinto, apresentando uma concentração no sangue (in vivo) de apenas 22.0 
μg mL-1, pelo que ensaios muito além do tempo de extinção do CORM não terão valor 
científico. No entanto, com o intuito de comparação da taxa de libertação de CO do 
Figura 28: Farmacocinética do complexo ALF795 quando administrado in vivo, cedidos pelo Prof. 
Carlos Romão. 
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complexo ALF795 e da sua forma intercalada o tempo durante o qual se monitorizam os 
valores de COHb foram estendidos, passando a ser monitorizados durante 180 min, uma 
vez que ainda não existem estudos acerca do tempo de extinção do material LDH-ALF795.  
Do ensaio à temperatura ambiente com a adição de ALF795 ao sangue de ovelha 
foram possíveis coletar os dados apresentados na Tabela 7, onde são apresentados os 
valores de hemoglobina total, carboxi-hemoglobina (COHb) e ainda os equivalentes de CO 
libertados por cada molécula de ALF795 ao longo do tempo. Os valores de COHb 
apresentados pela amostra com ALF795 são corrigidos com os valores de COHb 
apresentados pela solução controlo (sangue de ovelha total em solução de Alsevers). 
 
Tabela 7: Resultados do oxímetro e equivalentes de CO calculados após incubação com 
ALF795 em sangue de ovelha (2.298 mM) à temperatura ambiente. 
Tempo (min) 








0 6.5 97.6 0.0 0.00 
15 6.1 95.2 1.3 0.02 
30 6.1 92.9 3.9 0.06 
60 6.8 89.9 5.9 0.11 
120 5.8 83.5 13.6 0.21 
180 4.9 77.0 20.3 0.27 
 
Pela análise da Tabela 7 é possível afirmar que há de facto libertação de CO, uma 
vez que há um aumento da percentagem de COHb o que significa que o CO foi transferido 
do complexo ALF795 para a hemoglobina. Podemos ainda deduzir a partir dos dados 
acima indicados que esta libertação ocorre ao longo do tempo uma vez que há um aumento 
gradual deste valor. É ainda possível verificar que, findos os 180 min em que são 
realizadas as medições, apenas 0.27 equivalentes de CO são libertados e transferidos para a 
hemoglobina, quando, de acordo com a estrutura do complexo em estudo, poderia libertar 
um máximo de 3 equivalentes, posto isto é possível afirmar que o complexo ALF795 é um 
CORM de libertação lenta nas condições em que foi realizado este ensaio.  
Foi também realizado um ensaio para a quantificação do CO libertado pelo material 
LDH-ALF795 incubado em sangue de ovelha em solução de Alsevers, ou seja, nas 
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mesmas condição que o ensaio anterior, do qual resultaram os dados apresentados na 
Tabela 8, onde constam os valores de hemoglobina total, carboxi-hemoglobina (COHb) e 
ainda os equivalentes de CO libertados pelo material LDH-ALF795 ao longo do tempo. 
Tal como anteriormente os valores de COHb apresentados pela amostra, onde se encontra 
incubado o material Zn,Al-ALF795 LDH, são corrigidos com os valores de COHb 
apresentados pela solução controlo (sangue de ovelha total em solução de Alsevers). 
 
Tabela 8: Resultados do oxímetro e equivalentes de CO calculados após incubação com LDH-
ALF795 em sangue de ovelha (2.996 mM) à temperatura ambiente. 
Tempo (min) 








0 6.0 95.8 0.0 0.00 
15 6.3 94.3 1.3 0.02 
30 6.4 95.5 0.0 0.00 
60 5.7 96.4 0.0 0.00 
120 5.6 93.5 2 0.03 
150 6.9 90.9 1.5 0.03 
 
Como descrito anteriormente, a análise da Tabela 8 permite afirmar que houve 
libertação de CO pelo material LDH-ALF795, traduzido pelo aumento da %COHb, uma 
vez que o CO libertado é captado pela hemoglobina. Pelo número de equivalentes de CO 
libertados após 150 min, apenas 0.03 de um total de 3, é possível afirmar que este material 
apresenta tem uma taxa de libertação de CO muito lenta nas condições em que o ensaio foi 
realizado. O facto de o valor máximo de %COHb atingido no ensaio ser de apenas 
%COHbmax= 2 é um bom indicador da sua possível utilização como CORM, uma vez que 
não atinge valores potencialmente perigosos para o organismo (8, 9). 
Por comparação com o ensaio com o complexo ALF795 podemos afirmar que com a 
intercalação do complexo ALF795 em hidróxidos duplos lamelares a libertação de CO 
tornou-se muito mais lenta, como se pode confirmar pelo gráfico apresentado na Figura 
29. 





Desta primeira análise é possível concluir que nas condições experimentais em que o 
ensaio decorreu, o objetivo de diminuir a taxa de libertação de CO com a intercalação do 
complexo ALF795, à temperatura ambiente, em hidróxidos duplos lamelares foi alcançado, 
diminuído de 0.27 equivalentes para apenas 0.03 equivalentes de CO libertado.  
Uma vez confirmado a diminuição da taxa de libertação de CO no sangue com a 
intercalação em LDHs, foram realizados os mesmos testes, em que se variou apenas a 
temperatura à qual decorre o ensaio, para tal as amostras foram deixadas a 37 ºC de forma 
a simular a temperatura corporal e verificar se este comportamento se mantém a esta 
temperatura.  
Do ensaio a 37 ºC com a incubação de ALF795 em sangue de ovelha foram possíveis 
coletar os dados apresentados na Tabela 9, onde são apresentados os valores de 
hemoglobina total, carboxi-hemoglobina (COHb) e ainda os equivalentes de CO libertados 
por molécula de ALF795. Os valores de COHb apresentados pela amostra em análise, onde 
se encontra incubado o complexo ALF795 são corrigidos com os valores de COHb 
apresentados pela solução controlo (sangue de ovelha total em solução de Alsevers). 
 
Figura 29: Número de equivalentes de CO libertados ao longo do tempo quando colocado (−) ALF795 ou (−) 
LDH-ALF795 em sangue de ovelha diluído em solução de Alsevers, à temperatura ambiente. 
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Tabela 9: Resultados do oxímetro e equivalentes de CO calculados após incubação com 
ALF795 em sangue de ovelha (2.298 mM) a T= 37 ºC. 
Tempo (min) 








0 6.0 96.3 0.0 0.00 
15 5.8 92.5 2.6 0.04 
30 5.9 90.2 5.4 0.09 
60 6.2 84.7 6.0 0.15 
120 6.5 77.0 17.4 0.31 
180 6.7 70.0 23.4 0.42 
 
Analisando a Tabela 9 é possível afirmar que há de facto libertação de CO a uma 
temperatura de 37 ºC, evidenciado pelo aumento da percentagem de COHb e 
consequentemente do número de equivalentes de CO libertados. Podemos ainda afirmar 
que esta ocorre ao longo do tempo, o que é evidenciado pelo aumento gradual da COHb e 
consequentemente de equivalentes de CO libertados para o sangue. Findos os 180 min em 
que são realizadas as medições, é ainda possível verificar que apenas 0.42 equivalentes de 
CO são libertados, dos 3 passiveis de serem libertados, dado este facto podemos afirmar 
que o complexo ALF795 é um CORM de libertação lenta nas condições em que foi 
realizado este ensaio. Com a comparação do número de equivalentes de CO libertados no 
ensaio à temperatura ambiente (0.27 equivalentes de CO) e no ensaio a 37 ºC (0.42 
equivalentes de CO), podemos afirmar que a temperatura tem um efeito positivo no que 
respeita à libertação de CO do CORM em estudo (ALF795). No entanto, estes valores não 
se encontram de acordo com os valores obtidos experimentalmente in vivo pelo grupo de 
investigação do Prof. Carlos Romão, apresentados na Figura 28, uma vez que in vivo o 
complexo ALF795 apresenta uma degradação muito rápida (t1/2 de aproximadamente 5 
minutos) e consequentemente uma taxa de libertação de CO muito rápida, o que nos leva a 
crer que este complexo terá um comportamento distinto in vivo. 
Nas mesmas condições (T= 37 ºC) foi também realizado um ensaio para a 
quantificação do CO libertado pelo material LDH-ALF795, do qual resultaram os dados 
apresentados na Tabela 10, onde são apresentados os valores de hemoglobina total, 
carboxi-hemoglobina (COHb) e ainda os equivalentes de CO libertados por molécula de 
ALF795. Os valores de COHb apresentados pela amostra em análise, onde se encontra 
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incubado o material LDH-ALF795 são corrigidos com os valores de COHb apresentados 
pela solução controlo (sangue de ovelha total em solução de Alsevers). 
 
Tabela 10: Resultados do oxímetro e equivalentes de CO calculados após incubação com 
LDH-ALF795 em sangue de ovelha (3.341 mM) a T= 37 ºC. 
Tempo (min) 








0 6.0 96.3 0 0.00 
15 5.9 95.8 1.5 0.02 
30 6.3 94.0 1.7 0.03 
60 6.2 93.1 1.6 0.03 
120 5.4 91.0 4.8 0.07 
180 5.5 91.3 3.5 0.05 
 
Tal como nos ensaios apresentados anteriormente, e pela análise da Tabela 10, é 
possível afirmar que houve libertação de CO pelo material LDH-ALF795 a 37 ºC. Pelo 
número de equivalentes de CO libertados após 180 min, apenas 0.05 de um total de 3, é 
possível afirmar que este tem uma libertação de CO muito lenta nas condições em que o 
ensaio foi realizado. Uma vez mais, quando comparado o ensaio à temperatura ambiente 
onde, findos 180 minutos, são libertados apenas 0.03 equivalentes de CO com o ensaio a 
37 ºC onde se libertam 0.05 equivalentes de CO 180 min após incubação com o material 
LDH-ALF795 podemos comprovar que a temperatura tem um efeito positivo no que 
respeita à libertação de CO. Embora o valor máximo de %COHb atingido no ensaio 
(%COHbmax= 4.8) seja um pouco superior ao atingido no ensaio à temperatura ambiente 
(%COHbmax= 2), este não atinge valores potencialmente perigosos para o organismo, 
sendo um bom indicador para a possível utilização deste material (LDH-ALF795) como 
CORM (8, 9).  
Finalmente de forma a puder confirmar os resultados obtidos nos ensaios à 
temperatura ambiente, foram comparados os perfis de libertação de CO do complexo 
ALF795 e do material LDH-ALF795. Desta comparação é possível confirmar os resultados 
obtidos anteriormente, ou seja, é possível afirmar que com a intercalação do complexo 
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ALF795 em hidróxidos duplos lamelares a libertação de CO tornou-se muito mais lenta, 




Desta análise é possível concluir que mesmo quando a temperatura à qual o ensaio é 
realizado é aumentada para valores semelhantes à temperatura corporal (T= 37 ºC), o 
objetivo de reduzir a taxa de libertação de CO com a intercalação do CORM ALF795 em 
hidróxidos duplos lamelares foi alcançado, como evidenciado na Figura 20, diminuindo de 
0.42 libertados pelo ALF795 para apenas 0.05 equivalentes de CO libertados pelo híbrido 
LDH-ALF795.  
Por comparação do número de equivalentes de CO libertados às diferentes 
temperaturas às quais os ensaios foram realizados, podemos afirmar que a temperatura tem 
um efeito positivo nesta libertação tanto ao nível do complexo ALF795 como do híbrido 
LDH-ALF795. Quando existe um aumento da temperatura ambiente para a temperatura 
fisiológica (T=37 °C) o complexo ALF795 sofre um aumento de 0.15 equivalentes de CO 
libertados, enquanto no caso do híbrido LDH-ALF795 há um aumento de 0.04 




Figura 30: Número de equivalentes de CO libertados ao longo do tempo quando colocado (−) ALF795 ou (−) 
LDH-ALF795 em sangue de ovelha diluído em solução de Alsevers, a T=37 °C. 
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3. Conclusão 
3.1. Observações finais 
 
Os CORMs são moléculas em desenvolvimento para a libertação de CO no 
organismo humano, o complexo ALF795 é uma destas moléculas em estudo, no entanto, o 
facto de este ter um tempo de meia vida no organismo muito curto (cerca de 5 min) o seu 
estudo foi interrompido. Para a resolução deste e de outro tipo de problemas foram já 
estudados métodos de encapsulação destes complexos em vários suportes, no entanto todos 
eles apresentam algumas desvantagens. Estudos recentes acerca do uso dos hidróxidos 
duplos lamelares como suporte de fármacos apontam algumas vantagens do uso destes 
materiais, nomeadamente na proteção e libertação controlada do fármaco. No entanto, na 
literatura não existem registos do uso destes materiais como suportes para CORMs, pelo 
que decidimos intercalar o complexo ALF795 em LDHs de forma a controlar a libertação 
de CO por este complexo.  
Para tal durante o trabalho experimental apresentado foram sintetizados e 
caracterizados com sucesso o complexo ALF795, o material LDH-Zn,Al e ainda o híbrido 
LDH-ALF795, onde a interação entre as lamelas e o complexo organometálico é feito 
através dos grupos carboxilato (-COO
-
) do ligando. O sucesso das sínteses foi confirmado 
por várias técnicas de caraterização tais como espetroscopia de IV, RMN de sólidos, 
análise elementar e ainda por microscopia eletrónica de varrimento (SEM).  
Os estudos acerca da libertação de CO em sangue de ovelha (solução de Alsevers) 
permitem concluir que nas condições em que o ensaio foi realizado o objetivo de tornar a 
libertação de CO mais lenta e controlada por parte do complexo ALF795 quando 
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3.2. Trabalho futuro  
 
Uma vez confirmado o sucesso da intercalação do complexo ALF795 em hidróxidos 
duplos lamelares e o alcance do objetivo inicial do trabalho apresentado, será necessário 
determinar os próximos passos a seguir para determinar a utilização in vivo deste tipo de 
formulações. Desta forma o próximo passo será proceder à síntese do híbrido LDH-
ALF795 de forma a controlar o tamanho das partículas, para que estas possam ser 
administradas e captadas pelas células e proceder à libertação de CO no interior destas 
(95).  
De acordo com estudos realizados pelo grupo do Professor Carlos Romão sabemos 
que o complexo ALF795 embora não seja significativamente tóxico quando administrado 
in vivo, no entanto será do interesse da comunidade científica comparar a toxidade do 
complexo ALF795 e da sua forma intercalada LDH-ALF795 (61).   
Uma vez que os hidróxidos duplos lamelares são matrizes muito sensíveis a meios 
acídicos, estes não podem ser administrados por via oral, para tal este tipo de híbridos têm 
de ser protegidos com uma película de polímeros, assim este será também um estudo 
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4. Experimental 
4.1.  Materiais e reagentes 
 
Durante os procedimentos experimentais foram utilizados os seguintes químicos: 
hexacarbonilo de molibdénio, cicloheptatrieno (Sigma-Aldrich), isocianoacetato de etilo 
(CNCH2COOCH2CH3, 98%, Sigma-Aldrich), diclorometano (99.8%, Sigma Aldrich), 
hidróxido de sódio (NaOH, 2M, Sigma-Aldrich), ácido sulfúrico (H2SO4, 1M), hexano 
(Sigma-Aldrich), acetato de etilo (Sigma-Aldrich), tetrahidrofurano (THF), nitrato de zinco 
hexahidratado (Zn(NO3)2·6H2O, 99%, Fluka), nitrato de alumínio nona-hidratado 
(Al(NO3)3·9H2O, 98.5%, Riedel-de-Haën), hidróxido de sódio (NaOH, 1M, Fluka), 
acetona, ditionito de sódio (Na2O4S2, 82 %, Sigma-Aldrich), hemoglobina (pó liofilizado, 
Sigma Aldrich) e sangue de ovelha em solução Alsevers  (Innovative Research cat no. IR1-
020N, Patricell Ltd.) que foram obtidos a partir de fontes comerciais e não sofreram 
qualquer pré-tratamento. Quando necessário os reagentes para as reações foram 
desgaseificados e destilados a partir dos agentes de secagem. A preparação de (η6-
C7H8)Mo(CO)3 foi realizada de acordo com métodos descritos na literatura (117). 
A água ultrapura foi obtida através do sistema de purificação de água Millipore da 
Synergy, onde a água destilada atravessa duas resinas de troca iónica de modo a retirar 
todo o material iónico que ainda se encontre na água destilada. No final do processo, a 
água ultrapura produzida apresenta um valor máximo de 18.2 MΩ por cm (a 25 ºC) de 
resistividade. 
Durante o procedimento experimental foi ainda necessário o uso de uma coluna PD-
10 (GE Healthcare), de um espetrofotómetro (Shimadzu UV-1700 PharmaSpec), tubos de 
cultura de plástico fechados com tampa (5 mL; 12 × 75 mm), de um oxímetro 
(AVOXimeter 4000 da A-vox Instruments Inc.) e ainda de cuvetes descartáveis para 
Avoximeter 4000 da A-vox Instruments Inc. 
Quando apropriado, as preparações e manipulações foram realizadas sob uma 
atmosfera de azoto com o auxílio de uma linha de vácuo, ilustrada na Figura 31 ou de uma 
câmara de luvas, ilustrada na Figura 33, e da técnica de Schlenk, ilustrado na Figura 32. 
Estes tipos de montagens são utilizados para técnicas livres de oxigénio, ou seja, síntese de 
compostos sensíveis ao ar e humidade (118, 119).  
 




Figura 32: Linha de vácuo. 
Figura 33: Câmara de luvas. 
Figura 31: Tubo de Schlenk 
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A linha de vácuo usada tem duas posições, uma em que cria um ambiente de vácuo e 
uma outra que liberta o gás inerte (neste caso particular o azoto), tudo isto é possível 
porque as torneiras apresentam duas posições que permitem escolher a atmosfera desejada. 
 
4.2. Métodos de caracterização 
 
Os compostos obtidos foram caracterizados por diversas técnicas. As análises 
elementares para C, H e N foram obtidas no Truspec e pela técnica Manuela Marques. Os 
difratogramas de Raios-X de pós foram recolhidos à temperatura ambiente, obtidos num 
difractómetro Philips Analytical Empyrean (θ/2θ), utilizando radiação Cu Kα (λ = 1.54060 
Ǻ), na Universidade de Aveiro, analisando uma gama angular de 3.5 a 70º 2θ, o tempo por 
passo foi cerca de 50 s e com um passo de 0.02º 2θ. As análises de SEM com EDS 
acoplado foram realizadas no Hitachi SU-70 com uma voltagem de aceleração de 15 kV. 
As amostras foram preparadas por deposição em um porta-amostras de alumínio seguida 
por revestimento de carbono, utilizando um evaporador de carbono Emitech K 950. As 
análises de EDS foram realizadas no mesmo aparelho equipado com um espetrofotómetro 
Bruker Quantax 400. Os espectros de IV foram obtidos com pastilhas de KBr, utilizando 
um espectrofotómetro FTIR Mattson-7000 numa gama de comprimentos de onda de 4000 
a 350 cm
-1
, com 128 scans e uma resolução de 4 cm
-1
. Os espectros de estado sólido de 
13
C 
CP MAS foram obtidos a 100.62 MHz com um pulso de 3.3 μs, 2 ms de tempo de contacto 
frequência de rotação de 14 kHz e um tempo de intervalo de 4 s entre cada ciclo. Os 
desvios químicos são referidos em partes por milhão (ppm) em relação sinal de 
tetrametilsilano (TMS).  
 
4.3. Síntese do complexo Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) 
 
O complexo Mo(CO)3(CNCH2CO2H)3 (ALF795) foi sintetizado de acordo com o 
procedimento geral descrito por Romão e os seus colaboradores (61).  
O composto previamente preparado (η6-C7H8)Mo(CO)3 (1.20 g, 4.41 mmol) foi 
dissolvido em THF anidro e  foram adicionados, gota a gota, 3 equivalentes de  
CNCH2COOCH2CH3 (1.52 mL, 13.23mmol). A solução vermelha torna-se laranja e de 
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seguida laranja claro em ca. de 50-60 min. De seguida foi evaporado o solvente e o óleo 
obtido foi redissolvido em diclorometano e colocado numa coluna de sílica, equilibrado em 
hexano. O produto foi eluído com hexano/ acetato de etilo (6:4). As análises com TLC 
mostraram que a primeira mancha era insignificante e que o produto principal era a 
segunda mancha. As frações correspondentes foram recolhidas e levadas à secura, gerando 
a forma éster (2.0 g, η= 87%). 
Uma solução aquosa de 10 equivalentes de NaOH (18.3 mL, 36.56 mmol) foi 
adicionada gota a gota a uma solução de THF (20 mL) do composto (1.90 g, 3.66 mmol) 
foi em banho de gelo. A solução tornou-se amarela escura e foi deixada a reagir durante 1 
h enquanto aquecia lentamente até à temperatura ambiente. De seguida a solução foi 
filtrada e o solvente foi removido por vácuo. Após isto, foram adicionados 5 mL de água e 
3 equivalentes de H2SO4 (11.0 mL, 10.98 mmol) gota a gota, formando um precipitado 
esbranquiçado. A solução neutra tornou-se ácida (pH= 3), o sólido foi filtrado, lavado com 
água (2 x 10 mL) e seco sob vácuo durante 3 horas. (1.00 g, η= 63 %) Anal. Calcd. para 
C12H9N3MoO9 (435.15): C, 33.12; H, 2.09; N, 9.66. Encontrada: C, 27.94; H, 2.30; N, 
8.08. FT-IR (KBr, cm
-1): ν = 3442 (br), 2964 (w), 2931 (w), 2772 (sh), 2611 (w), 2535 (w), 
2184 (vs, ν(C≡N)), 2154 (vs, ν(C≡N)), 1926 (vs, ν(CO)), 1853 (vs, ν(CO)), 1714 (f), 1624 
(m), 1564 (m), 1458 (sh), 1427 (m), 1390 (f), 1326 (m), 1295 (f, ν(C−O)), 1238 (sh, 
ν(C−O)), 1220 (f, ν(C−O)), 1106 (m), 1041 (w), 1014 (sh), 971 (s), 917 (sh), 887 (f), 706 
(f), 667 (w), 611 (vs), 596 (vs), 534 (f), 436 (f), 380 (m). 
13
C CP MAS NMR: δ = 217.2, 
215.9, 214.9 (C≡O), 172.6, 170.1 (C≡N), 158.9 (COOH), 50.3, 47.5, 45.2 (CNCH2). 
 
 
4.4. Síntese de LDH-Zn,Al 
 
 Para a realização da síntese foi necessário a descarbonatação de uma grande 
quantidade de água ultra-pura, pelo que se iniciaram os trabalhos colocando a água a uma 
temperatura superior a 100 ºC, e deixando ferver durante 20 min.  
De seguida foi preparada a solução de metais, com Zn(NO3)2·6H2O (9.82 g, 
33.01mmol) e Al(NO3)3·9H2O (6.18 g, 16.47 mmol) dissolvidos na água (100 mL) 
previamente descarbonatada. A solução foi rapidamente transferida para a ampola de 
adição e colocada sob atmosfera de azoto.  
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De seguida, foi preparada uma solução de 100 mL de NaOH 1M, que foi colocada no 
schlenk onde foi efetuada a purga azoto. Uma pequena quantidade da água (100 mL) 
descarbonatada inicialmente foi adicionada ao balão de fundo redondo de três tubuladuras 
e colocada sob uma atmosfera de azoto. A montagem experimental encontra-se 




Finalizada a montagem experimental ilustrada na Figura 34, procedeu-se à adição 
simultânea da solução de metais (gota a gota) com a solução de NaOH controlando o pH 
da mistura reacional para que este se mantenha entre 7.5 e 8.0, resultando em um pH final 
de 7.6.  
A suspensão obtida foi deixada a envelhecer durante aproximadamente 20 h a uma 
temperatura de 85 ºC, após este período o pH da solução manteve-se constante. 
O sólido branco obtido foi isolado por filtração e lavado exaustivamente com água 
ultra pura, resultando numa massa de 0.46 g. Anal. calcd para  
Zn3Al2(OH)10(NO3)1.9(CO3)0.05·3.5(H2O) (604.07): C, 0.10; H, 2.84; N, 4.41 Found: C, 
0.23; H, 2.86; N, 4.43%. FT-IR (KBr, cm
-1
): ν = 3446 (br), 1762 (w), 1621 (m), 1384 (vs), 




Figura 34: Montagem experimental para a síntese de LDH-Zn,Al. 
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4.5. Síntese do material LDH-ALF795 
 
Inicialmente foi preparada a solução de metais com Zn(NO3)2·6H2O (0.60 g, 2.02 
mmol) e Al(NO3)3.9H2O (0.38 g, 1.01 mmol) dissolvidos em água ultrapura (30 mL) 
previamente descarbonatada. Esta solução foi rapidamente transferida para a ampola de 
adição e colocada sob uma atmosfera de azoto. 
De seguida, foi preparada uma solução de 100 mL de NaOH 0.2 M, que foi colocada 
no schlenk e deixada a ser purgada com azoto. No balão de fundo redondo foi preparada 
uma solução do sal de sódio [Mo(CO)3(CNCH2COO)3]Na3 adicionando 3 equivalentes de 
NaOH a uma suspensão aquosa (30 mL) de ALF795 (0.22 g, 0.50 mmol). Procedeu-se à 
adição da solução de metais (gota a gota) à solução contendo o ALF795, controlando o pH 
da mistura reacional com a solução de NaOH de forma a que se mantenha entre 7.5 e 8.0, 
resultando em um pH final de 7.7.  
A suspensão obtida foi deixada a envelhecer durante aproximadamente 19 h a uma 
temperatura de 65 ºC, após este período o pH da solução manteve-se constante. 
O sólido obtido foi isolado por filtração e lavado exaustivamente com água ultra pura 
e acetona, e finalmente seca sob vácuo resultando numa massa de 0.54 g. Anal. Calc. para 
Zn4Al2(OH)12(MoC12O9N3H6)0.66·3.5(H2O) (867.87): C, 10.96; H, 2.66; N, 3.20. Anal. 
encontrada: C, 7.04; H, 2.47; N, 2.16. FT-IR (KBr, cm
-1
): ν = 3415 (br), 2985 (sh), 2933 
(sh), 2183 (f, ν(C≡N)), 2150 (vs, ν(C≡N)), 1934 (vs, ν(CO)), 1851 (vs, ν(CO)), 1612 (f, 
νas(CO2
-
)), 1429 (w), 1390 (f, νs(CO2
-
)), 1298 (f), 1238 (sh), 971 (w), 906 (w), 809 (w), 
704 (w), 617 (sh), 595 (m), 534 (sh), 428 (m). 
13
C CP MAS NMR: δ = 216.6, 217.5 (C≡O), 
170.9 (C≡NCH2), 157.6 (COO), 47.4 (C≡NCH2).  
 
4.6. Análise de libertação de CO por UV/Vis 
 
As análises de libertação de CO por UV/Vis foram realizados no Instituto de 
Tecnologia Química e Biológica (ITQB) no grupo do Professor Carlos Romão. 
Para uma análise qualitativa dos perfis de libertação de CO do complexo ALF795 e 
do material LDH-ALF795 começou-se por preparar uma solução de hemoglobina bovina 
(0.0385 g, 199 μM) em tampão fosfato (KPi) 0.1 M com um pH 7.4, previamente 
preparado no laboratório. A solução da proteína anteriormente preparada foi tratada com 
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solução de ditionito de sódio (0.0173 g, 0.099 M), utilizando 15 μL desta solução por cada 
mililitro da solução de hemoglobina e deixada a reagir durante a noite. No dia seguinte a 
solução foi dessalinizada numa coluna PD-10 de forma a que o agente redutor (ditionito de 
sódio) não tivesse qualquer efeito na libertação de CO. De acordo com as indicações 
fornecidas pelo fabricante da coluna, sabe-se que a solução carregada é diluída 
aproximadamente duas vezes, pelo que a concentração da solução de hemoglobina 
dessalinizada terá uma concentração de cerca de 100 μM. Desta forma, para atingir a 
concentração desejada para a solução stock (aproximadamente 20 μM), diluiu-se esta 
solução ca. de 8 vezes. As preparações anteriores foram realizadas em anóxia, recorrendo 
ao uso de uma câmara de luvas. 
De seguida, preparou-se a solução a analisar, onde se adicionaram 200 μL da solução 
stock de hemoglobina a 800 μL do tampão KPi, utilizado anteriormente, e colocaram-se 
num banho de 37 ºC durante 15 min. Findo o tempo determinado adicionou-se o complexo 
ALF795 à solução, agitou-se e determinou-se de imediato o espetro da solução. Mantendo 
a solução a 37 ºC e com agitação, foram traçados ao longo do tempo os espetros da 
hemoglobina. Para a análise do perfil de libertação de CO do híbrido LDH-ALF795 
repetiu-se o processo descrito anteriormente. 
 
 
4.7. Quantificação de CO libertado por medição da elevação de COHb 
 
As análises de quantificação de CO libertado foram realizadas no grupo do Professor 
Carlos Romão, no Instituto de Tecnologia Química e Biológica (ITQB). 
 No início do trabalho experimental foram colocados 4 mL de sangue de ovelha em 
solução de Alservers (solução salina, rotineiramente utilizada como 
anticoagulante/conservante do sangue, permitindo o armazenamento de sangue a 
temperaturas de refrigeração durante aproximadamente 10 semanas) num banho de 37 ºC 
durante 15 min. Findo o tempo de espera foi transferido 1 mL para cada um de 2 tubos de 
cultura de plástico fechados com tampa, previamente selados com papel de alumínio para 
evitar um possível efeito da luz na libertação de CO. A amostra de sangue de ovelha em 
solução Alservers em que nenhum composto é adicionado, foi utilizada como controlo 
negativo durante o procedimento experimental. Ao segundo tubo de plástico adicionou-se 
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o complexo ALF795 (0.0010 g, 2.298 mM) e, retirando uma alíquota, e efetuaram-se de 
imediato as medições utilizando o oxímetro, como o representado na Figura 35, de forma 




Para a quantificação da libertação de CO pelo material LDH-ALF795 repetiu-se o 
processo anterior, apenas substituindo o complexo ALF795 pelo híbrido LDH-ALF795 
(0.0029 g, 3.341 mM). Durante todo o processo experimental as amostras a analisar foram 
mantidas num banho a 37 ºC.  
Com o intuito de comparação do efeito da temperatura foram ainda realizados os 
mesmos testes com ALF795 (0.0010 g, 2.298 mM) e LDH-ALF795 (0.0026 g, 2.996 mM) 
à temperatura ambiente (aproximadamente 25 ºC) e segundo o procedimento experimental 
descrito. A quantidade de CO libertado foi calculada com base na quantidade de composto 
adicionado inicialmente, a quantidade total de hemoglobina e a percentagem de COHb 






Figura 35: Ilustração do oxímetro utilizado (AVOXimeter 4000 da A-vox Instruments Inc.). 
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